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論文内容の要旨
第1章 序論
抗生剤 の開発によ り細菌感染症 の治療 は著 しく進歩 し、医療現場では作用点や特徴の異
なる様々な抗生剤が使用 されている。 中でもβ一ラクタム構造を有 し、ペニ シリン系、セ フ
ェム系、カルバペネム系を中心 とした β一ラクタム系薬剤は、広域な抗菌活性 を示す上に安
全性が高いため多用 されている。 しか し近年では多 くの菌種において各種抗生剤への耐性
化が進行 し、臨床の現場で問題 となっている。
一方、近年の分子生物学的手法の発展によ り遺伝子 レベルでの生命現象の解析が可能 と
な り、疫学的手法にDNA塩 基配列 の決定等を取 り入れた分子疫学 と呼ばれ る分野が発達 し
てきた。
本研究では3つ の菌種について 日本での薬剤耐性状況 を遺伝子 レベルで明らかにす るこ
とを 目的 として、 β一ラクタム系薬剤耐性 と薬剤作用分子の変異 との関連を解析 した。研 究
対象 の 菌 と して は 、市 中で の呼 吸器 感 染 症 で 耐性 化 が問題 とな って い る肺 炎 球 菌
(Streρtoeoceuspnθumoniae,第2章)とインフルエ ンザ菌(Haemoρhllus.lnffuenzae,第
3-4章)および、ヒ ト体内や環境 など広 く分布 し、日和見感染や院内感染の主要な原因菌の
1つである緑膿菌(Pseudomonasaerugillosa,第5章)を選択 した。
第2章 臨床分 離肺 炎球 菌 にお け るPenicillin-BindingProtein遺伝子 変 異 とβ一 ラクタム
系薬 剤耐 性機 構 の詳細
肺 炎球 菌 ではPenicillinResistantStreptoeoceuspneumoniaθ(PRSP)と呼 ばれ る薬剤 耐
性 株 が 、特 に小 児科 の重 症感 染症 で 大 きな問題 とな って い る。 β一ラク タム系薬剤 で は細 菌
の細 胞壁 合成 に必 須 な酵 素Penicillin-BindingProtein(PBP)が標 的 で あ り、その 変異 が
耐性 に 関わ る こ とが知 られ てい る。 そ こで、本 邦 で臨床 分離 され たPRSPを 含 む肺炎 球菌
40株につ いて 、6つ のPBP遺 伝 子pbp2x,2b,1a,2a,1b,3遺伝 子 の配列 を決 定 し耐性 の詳細
な要 因 を検 討 した。 そ の結 果 、PBP2Xの 保 存性 ア ミノ酸STMK(Ser-Thr-Met-Lys)領域 の
Thr338Ala、Met339Phe変異 がセ フェ ム系薬 への 高度 耐性化 に寄与 して いた。PBP2Bで
は 、保 存性 ア ミ ノ酸SSN(Ser-Ser-Asn)領域 近傍 のThr451Ala/Phe/SerとGlu481Gly変異
は 中等 度ペ ニ シ リン耐 陛 を、KTG(Lys-Thr-Gly)領域近傍 のThr624Gly変異 は カルバペ ネ
ム高度 耐性 に寄 与 してい た。 ま た、PBPIAで はSTMI(領域 のThr371Ser/Ala変異が 中等
度 ペ ニシ リン耐性 の株 に見つ か った。 またPBP2Aで もセ フ ェム系薬 のMIC(Minimum
InhibitoryConcentration)が89/mlと最 も高 い1株 でSTIK(Ser-Thr-Ile-Lys)領域 の
Thr411Ala変異が観 察 され た。一方 、PBPIBとPBP3で は耐 性 と関連 した変 異 は観 察 され
なか った。これ らの結果 よ り、薬 剤耐性 はPBP2B、2Xと1Aの 変異 の保 存性 領 域近 辺 の変
異 と相 関 し、 さ らに今 ま で注 目され て いなか ったPBP2AのThr411Ala変異 が耐性 に 関与
してい る可能 性 が示唆 され た。
第3章 臨床分離イ ンフルエ ンザ菌におけるPBP3変異の経年的変化
イ ンフルエ ンザ菌 の β一ラ クタム薬 耐 性機 構 と しては 、 β一ラク タム を不 活化 す る酵 素 β一ラ
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クタマー ゼ の産 生 と、PBPの 変異 の2つ が知 られ てい る。 後者 の機 構 を持 つ株 は、PBP3
を コー ドす るfisl遺伝子 変異 が耐性 に関与 して い る こ とが示唆 されBLNAR(β 一lactamase
non-producingampicillinresistant;)株と呼 ばれ てい る。BLNAR菌 の本 邦 にお け る進 行
状況 を把握 す る こ とを 目的 に、1995～2003年に分離 され たイ ンフルエ ンザ菌 計621株 の β
一ラク タマーゼ 遺伝 子TEM-1、ROB-1の検 出 とftsl遺伝 子 変 異 を解析 し、PBP3の 保存 性
ア ミノ酸 領 域KTG近 傍 のAsp526Lys、Arg517HisおよびSSN領 域 のMet37711e、
Ser385ThrやLeu389Pheの変異 に着 目 した。これ らの いず れ かの変 異 を もつ株 は9年 間で
28.8%から52.0%まで増加 した。571株の β一ラ クタマー ゼ非産 生株 はPBP3の5つ の突 然
変 異 の パ タ ー ン に 基 づ き18ク ラ ス に 分 類 さ れ た 。Asp526Lys置換 に よ っ て
amoxicillin℃lavulanicacidで6.0倍、cefditorenでは、2.4倍耐性 度 が増加 した。 また 、
Asp526LysにMet37711e、Ser385ThrやLeu389Pheの変異 が加 わ る と どの薬剤 におい て
も耐1生度 が増加 し、KTG領 域 の変異 にSSN領 域 にお け る置 換 が付 加 して 高度 耐性 化 して
い く傾 向に あった。 β一ラク タマ ーゼ 産生 の経年 的変 化 はみ られず 、 β一ラクタマ ーゼ生 産 と
PBP3変異 両方 を所有 してい る株 の割 合 は1.4%から5.0%と、わず かに増加 した。さ らに 日
本 で珍 しいROB・1型 ラ クタマー ゼ株 が1株 みつ か り、 日本 で最 初 の報 告 とな った。
第4章 イ ンフルエ ンザ菌 のPBP3変 異 と β一ラク タム系薬 剤 の クラス タ リン グ
イ ン フル エ ンザ 菌 に対 す る各 β一ラ クタ ム系薬 剤 の抗 菌 力 お よび耐 性 化 の影 響 に関 す る特
徴 とそ の位 置づ けを明 らか にす る こ とを 目的 に,そ の 耐性機 序 に基 づ いた β一ラクタム 系薬
剤24薬 剤 の抗 菌 プ ロフ ァイ ル をク ラス タ リング の手法 を用 いて分類 した。臨床 分離 イ ン フ
ル エ ンザ 菌215株 の5箇 所 の ア ミ ノ酸 変 異Asp526Lys、Arg517His、Met37711e、
Ser385ThrやLeu389Pheを解 析 し、PBP3に み られ るパ ター ンに よ り6群 に分類 した。
各群 にお け るMIC幾 何 平均 値 に よる クラス ター分析 で は,抗 菌力 の 強 さが主 に反映 され,
比較 的強 い抗菌 力 を有す るmeropenem、tazobactam-piperacillin、cefditoren等が 同一 の
クラス ター に分 類 され た。また,各 群 にお け る各 薬剤 のMIC上 昇 率 によ るク ラス ター分析
で は,お お むね 母核 ご とに ク ラス ター に分類 され た。 しか しなが ら,セ フェム系薬 は7位
側 鎖 の構造 の違 い が クラス タ リン グに反 映 され 、抗 菌力 に特徴 の あ るcefditoren、cefazolin、
cefaclor、ceftazidimeは他 の多 くのセ フ ェム系薬 と異 な るクラ ス ター に分 類 され た。今 回
試 み た薬剤 の ク ラス タ リン グはイ ン フル エ ンザ菌 に対 す る抗 菌力 の 強 さと耐 性化 の影 響 の
両者 が反 映 され てお り,薬 剤 の適 正使 用 の指標 に つ なが る薬剤 の類似 性 を数 値 距離 と して
示 す こ とが で きた。
第5章 臨床分離緑膿菌のoprD遺伝子変異 と薬剤感受性の関連
緑 膿菌 は 多系統 の抗 菌薬 に 自然 耐 性 を示 す上 に 、近年 で は β一ラク タム系 、 ア ミノ グ リコ
シ ド系 、 キ ノ ロン系薬 な どの抗 菌 薬 に対 して耐性 を獲 得 し高度 耐性 を示 す 多剤 耐性 緑膿 菌
(MultiDrugResistantPseudomonas,:MDRP)が出現 し、 臨床上 、 大 きな問題 とな って
い る。緑 膿菌 にお け る β一ラ クタム薬 耐性 機 序 は、 β一ラク タマ ー ゼに よる薬 剤 の加 水 分解 、
薬 剤 排 出ポ ンプの過 剰発 現 、外 膜透 過 孔 の欠損3つ に分 け られ る。 この うち 、カル バペ ネ
ム系 薬の透 過 孔で あ るOprDに 着 目し、本 邦 にお いて臨床 分離 され た βラク タマ ーゼ 非産
生緑膿 菌99株oprD遺伝子 の配列 を解析 し、カルバ ペ ネム 系薬感 受性 との関連 を比較 した。
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そ の結果 、81株(81%)がOprD全 長 が コー ドされ たFulllengthtype、18株(18%)が
欠損 の あ るDefectivetypeであ り、DefectivetypeはFulllengthtypeと比較 して13-21倍、
カルバ ペネ ム系 薬 のMIC上 昇 がみ られ た。ま た、 ウェス タ ンブ ロ ッテ ィ ング法 を用 い て一
部の菌株 のOprD抗 体に対 す る反 応性 を検 討 した結 果 、Defectivetypeの株 のみがOprD抗
体 に対 して反 応性 を示 さなか った。この こ とか ら、OprDの構 造 とカル バペ ネ ム系薬 の感受
性 お よびOprD抗 体 に対す る反応 性 は 、非 常 に関連性 が 高 い こ とがわ か った。
第6章 考察 と結論
β一ラクタム系薬剤耐性 と薬剤作用分子の遺伝子変異 との関連 を解析 した結果、肺炎球菌
では薬剤 耐性はPBP2B、2Xと1Aの 変異の保存性領域内また は近辺の変異、 さらには
PBP2AのThr411Ala変異の耐性へ の関与が示唆 された。またインフルエ ンザ菌では、PBP3
の保存性領域近傍の5箇 所のアミノ酸変異が耐性 に寄与 してお り、クラスタ リング手法を
用いて抗菌力の強 さと耐性化の影響 の両側面か ら薬剤 を分類す ることがで きた。緑膿菌で
はOprDの構造 とカルバペネム系薬の感受性およびOprD抗体に対する反応性 は、非常に
関連性が高いこ とがわかった。
本研究によ り、 β一ラクタム系薬剤 のどの系統の薬剤を選択するかに加 え、同系統の薬剤
の中でもどの薬剤 を使用す るか によって、菌の消失 に至るか、 さらには耐性化をひ き起 こ
すか否かが変わってくることが示唆 された。特に肺炎球菌、インフルエ ンザ菌、緑膿菌に
おいては抗菌力が強 く、治療効果 が十分期待 できる抗菌薬の選択 ・使用が耐性菌 の蔓延 を
防 ぐために重要である といえる。
163
論文審査結果の要旨
ペ ニシ リン系、セ フェム系 、カルバペネ ム系を中心 と した β一ラクタム系薬剤 は、広域 な
抗 菌活 性を示 し安全性が高い ため多用 され てい る。 しか し近年 、各種抗菌剤 へ の耐 性化
が進行 し、臨床 の現場 で問題 となってい る。
肺炎球 菌は市 中での呼吸器感 染症 の重要 な起 因菌 の一っ であ り、Penicillin
ResistantStreptococcuspneumoniae(PRSP)と呼ばれ る薬剤 耐 性株が大 きな問題 となっ
ている。 イ ンフル エ ンザ菌は、肺炎球菌 同様呼吸器感染症 の重要 な起因菌のひ とつで あ
り、 β一ラクタマーゼ の産生 と、PBPの変異が β一ラクタム薬剤 の耐 性機構 として知 られ て
い る。緑膿菌 は、 日和見感染 の原 因菌 として多系統 の抗菌薬 に 自然耐 性を示す 上 に、近
年 では多系統 の抗 菌薬 に対 して耐性 を獲 得 し高度耐性 を示すM)RP(MultiDrug
ResistantPseudomonas)が出現 し、臨床上大 きな問題 となってい る。
一方 、近年 の分子生物学的手法 の発展 に より遺伝子 レベル での生命 現象 の解析が可能 と
な り、疫学的手法 にDNA塩基配列 の決 定等 を取 り入れ た分子疫学 と呼 ばれ る分野 が発 達
して きた。本研究 では肺炎球菌(StreptOCOCCUSρneumoniaθ)、イ ンフル エ ンザ菌
(ffaθmophilus・lnfluenzae)、緑膿 菌(RseudomonasaθruginOsa)について 日本での薬剤
耐 性状況 を遺伝子 レベルで 明 らかに し、抗 菌剤 の適 正使 用や新薬の開発の一助 とす る こ
とを 目的 として、 β一ラクタム系薬剤 耐性 とそれ に関与す る分子 の変異 との関連 を解析 し
た。
本研究により、各菌においては抗菌力が強く、治療効果が十分期待できる抗菌薬の選
択 ・使用が耐性菌の蔓延を防ぐために重要であることが確認 され、肺炎球菌においては
PRSPの治療に期待 される"新薬の承認"に つながった。インフルエンザ菌では耐性菌を
含む治療に最適なセフェム系薬が特定され、緑膿菌ではカルバペネム系薬と他系統の抗
菌剤の併用が提言された。これらの結果は薬剤の適正使用および新薬開発への応用につ
ながるものである。
自立して研究活動を行 うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。
したがって,三 本木祐美子提出の論文は,博士(生 命科学)の 博士論文として合格と認
める。
164
